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RESUME - L'isolerment de deux diastéréoisomères de l'acide 2-amino-4-hydroxy- 
pentanoique donl la structure a êté vérifiée par RMN, permet de proposer la création de 
deux sous-sections Luridus et Satanas, homogènes, ma sein de la section Luridi génératrice 
de nombreuses polémiques taxinomiques et toxicologiques. 


ABSTRACT - Isolation and structura! verification of two diastereomers of 2-amino-4-hy- 
droxypentanaic acid allowed to propose the creation of two sub-sections Luridus and Sa- 
tanas, in the Luridi section responsable of many nomenclatural and toxicologic discus- 
sions. 


MOTS CLÉS : Boletus, section Luridi, sous-sections luridus et Satanas, acide 
2-amino-4-hydroxypentanoique, chimiotaxinomie. 


Parmi les champignons supérieurs, les bolets occupent une place 
privilégiée en ce qui concerne leurs qualités gustatives. 


Le “cépe de Bordeaux” (Boletus edulis Bull: Fr.) est l'espèce la plus 
connue et la plus recherchée. D'autres espèces cependant sont excellentes et 
appréciées des connaisseurs tels certains bolets à pores rouges pour la plupart, 
souvent bleuissants et classés dans la section Luridi. Nous citerons en particulier 
B. erythropus et B. luridus. M faut toutefois les consommer à l'état cuit et être 
sûr de leur détermination. Celle-ci est justement fort délicate car les espèces de 
cette section sont très nombreuses et leurs caractères morphologiques voisins. 
Leur classification est controversée et leur comestibilité est de ce fait mal 
connue. Or dans cette section Luridi se trouvent les seuls bolets responsables 
d'intoxication, non mortelle certes, mais à l'origine des troubles digestifs les plus 
sévêres, même cuits (Singer, 1986; Andary, 1987). Parmi ces dernières espèces, 
B. satanas est l'espèce la plus incriminée. A l'état cuit, elle ne semble cependant 
pas provoquer d'intoxication. Elle est reconnaissable à son chapeau très pale 
Presque blanc, pratiquement jamais taché de rose. Cependant, des formes moins 
typiques peuvent être à l'origine de confusions et d’intoxications. 


H est donc essentiel de disposer de marqueurs chimiques caractéristiques 
en vue d'assurer une identification rapide et sûre et d'établir une classification 
precise. Au cours d'une étude préliminaire, nous avions mis au point une 
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méthode d'analyse des acides aminés libres par chromatographie sur couche 
mince bidimensionneile (CCM 2D) et leur dosage par chromatographie liquide 
à haute performance (CLHIP) (Andary et al., 1988). Nous rapportons ici les 
résultats de l'analyse d'un certain nombre de taxons appartenant a la section 
Luridi ainsi que l'identification d'un acide aminé rare et non protéique present 
dans certaines espèces sous la forme de deux slereoisomeres. 


MATÉRIELS ET MÉTHODES 


Espèces étudiées et conditions chromatographiques 


Tous les échantillons de bolets (correspondant a un échantillon 
representalif du carpophore) ont ete deshydralés à 45° et reduits en poudre pour 
l'analyse chimique. Les différents spécimens sont conservés dans l'herbier du la- 
boratoire de Botanique, Phytochimie et Mycologie. (Tabl. I), 


Les analyses des acides aminés libres par CCM et leur dosage par 
CLHP ont ete realises selon la méthode déja décrite (Andary et al., 1988). 


« Les solvants utilisés sont les suivants: 


- CCM 2D de cellulose 
SI: Butanol-acetone-diethylamine-eau (10:10:2:5 v/v) 
$2: Isopropanol/acide formique/eau (40:2:10 v/v) 


- CCNI de gel de silice: 
$3: Chloroforme/methanolfacide acetique/eau (65:24:4:4,.5 v/v) 


- Chromatographie sur colonne de cellulose: 
$4: Ethanol/propanol/eau (30:40:30 v/v) 
S$: Nlethanol/acetone/ammoniaque/eau (10:10:0,5:5 v/v) 
S6: Nethanolfeau (90:10 v/v) 
$7: Ethanol/propanol/eau (40:40:40 v/v) 


- Chromatographie sur colonne de gel de silice: 
$8: Chloroforme/méthanolfeau (65:25:4 v/v} 


+ La révélation apres migration dans les solvants utilisés se fait par vaporisation 
d'un réactif polychromatique a la ninhydrine (Andary et al., 1988). 


Obtention et purification des deux isomères X3 et X4 


extraction et la purification sont effectuées selon le protocole 
précédemment publié à partir de 80 g de poudre de B. pulchrotinctus; ce qui 
nous a permis d'obtenir le “pool” des acides amines libres du champignon. Ce 
“pool” concentré à sec et repris dans 5 ml de solvant S4 est chromatographié 
sur une première colonne de cellulose avec ce même solvant. La purification des 
composés X3 et X4 se fait par passages successifs sur des colonnes de cellulose 
et elulon par des sofvants appropriées (Fig. 1). 


Analyse et structure de X3 et X4 


. Les spectres de résonnance magnélique nucleaire (RMN) ont eté réalisés a 360 
MHz pour le 'H et 90,53 MHz pour le 3C (Appareil Bruker WM 360 WB). Les 
déplacements chimiques sont donnés en 4 (ppm) avec comme étalon interne le 
TMS. 
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B. pulchrotinctus 
(pool des acides aminés) 


| (S4) 
N 


F.A F.B 
| (S5) (S5) 
F.A; F.A; F.A, F.B, F.B: 
{S6) (S6) 
X F.B, 
(34,2 mg) 
(S7) 
F.B, 
(57) 
X4 
(0,8 mg) 
Figure 1: Schéma d'extraction et de purification des molécules X3 et X4 par 
chromatographie sur colonne de cellulose (S4..87 = phases mobiles utilisees; 
F.A, F.B... = fractions collectées). 
Figure I: Extraction and purification diagram of X3 and X4 compounds by cellulose 
columns chromatography. ($4... S7 = mobil phases used: F.A, F.B... = collected 
fractions). 


+ Degradation acide de X3 

La degradation acide de X3 se fait directement sur chromatoplaque de 
gel de silice en présence d’acide chlorhydrique 2N à 100°C. 

Le composé obtenu nommé Y est révélé par vaporisation du réactif à la 
ninhydrine après migration dans te solvant S7. Ce compose Y est isolé par 
Chromatographie sur une colonne de get de silice et élution par S8. 
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N° D'HERBIER| LIEU DE RECOLTE DATE DE 
RECOLTE 


Boudier 
B. erythropus AND 8709-14 La Bastide de Langogne (48) 13/09/1987 
Pers. BOU 8609-12 Valleraugue (30 


Quél.) Boud. 
LT) nl © 
Pilat) ex Pilat ii Dermek 


RAP 8610-15 Nimes (30} 02/10/1986 
B. lupinus BOU 8810-17 Pic Si Loup (34) 24/10/1988 
Fr. BER 8510-19 Quissac (30 29/10/1985 

AND 8811-23 Aigoual (30) 13/11/1988 
B. deb | BER 8410-10 Bédarieux {34) 20/10/1984 
Schaeft. - GE 8510-18 Aigoual (30 28/10/1985 

MAU 8811-22 Cazevieille (34) 01/11/1988 
B. luteocupreus AND 8709-12 Pyrénées Orientales {66} 13/09/1987 
Bron —— et Estades GU! 8610-83G Saulaie de Léognan La Brécie (3311 11/10/1986 
ee a 

BER 8609-11 Quissac {30) 28/09/1986 


B. puichrotinctus AND 8810-21 Montarnaud {34} 25/10/1988 
Alessio BER 8809-20 Quissac {30 28/09/1988 


Schulz. BER 8510-08 Quissac {30 29/10/1985 
Smotl. RED 14911 P Bellon {16 03/08/1983 
Krembh.) Kallenb. PRI 8810-28 Aigoual (30 24/10/1988 
Walty} ex Cheype 


RAP 8710-13 Pic St Loup (34) 26/10/1987 
8. satanas CHE 8609-14 Montarnaud {34) 01/09/1986 
Lenz CHE 8610-18 Nimes (30 02/10/1986 


BON 8110-03 Fline les Mortagne {59} 18/10/1981 
Fr, RED 183 P Chizé (79 05/08/1987 


Tableau I: Espèces analysées (genre Bolerus, section Luridi) 


Table 1: Analysed species (Boletus, Luridi section) 


RESULTATS ET DISCUSSION 
Analyse des acides aminés libres 


Par CCM 2D, nous avons pu identifier, a partir de 15 espèces apparte- 
nant toutes à la section Luridi 15 acides aminés libres usuels et distinguer 3 aci- 
des aminés que nous avons nommés X3, X4 et X5 et qui ne correspondaient à 
aucun des 35 acides aminés que nous pouvions identifier (Andary et al., 1988). 
X3 ct X4 apparaissent chez certaines espèces seulement et X5 permet une dis- 
tinction rapide entre 8. satanas (ne contenant pas ce composé) et B. 
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pulchrotinctus, espèce de création récente, controversée par certains mycologues 
et contenant cette molécule X5. Toutefois les concentrations observées sont fai- 
bles et ce dernier produit n'a pas été identifie. Pour l'extraction et l'étude des 
molécules X3 et X4, notre choix s'est porté sur B. pulchrotinctus qui 
représentait une malière premiere abondante à notre disposition. 


L'analyse par CLHP aboutit à l'identification et au dosage de 25 
composés révélés par la ninhydrine {acides aminés et composés apparentés). 
Nous confirmons la présence de concentrations élevées d’alanine, d'acide 
glutamique, de glutamine et d'acide y- -aminobutyrique dans toutes les espèces 
étudiées. Le composé X3, pour les espèces qui en contiennent, correspond a la 
molécule la plus concentrée parmi celles révélées par la ninhydrine. Ainsi on 
trouve jusqu'à 6 mg/g environ de X3 pour B. rhodoxanthus alors que la 
glutamine et l'alanine sont respectivement de 3,48 et 2,9 mg/g pour le même 
champignon. X3 est toujours plus abondant que X4 ( Tabl. II). Au cours de 
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* avec des traces de proline 


dupai. : dupainii ; eryt. : erythropus : lega. : legaliae ; lupi. : lupinus ; luni. : luridus ; pulc. 
: pulchrotinctus ; quel. : queleti ; rhod. : rhodopurpureus ; luteo. : luteocupreus ; rhox. : 
rhodoxanthus ; rubr. : rubrosanguineus ; sata. : satanas ; toro. : torosus. 


Tableau 11: Dosage des acides aminés et apparentés libres (en mg/g de champignon sec) 
réalisé par C.E..H.P. chez des bolets de la section Luridi. 


Tabie Il: Concentration of free amino-acids and related compounds (in mg/g dried 
mushrooms) by HPLC in Boletes of Luridi section. 
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ces analyses, nous avons constaté que la concentration en acides aminés était 
plus elevee dans l’hymenophore que dans les autres organes (stipe et pileus). 


Isolement et identification de X3 et X4 


Nous avons obtenu au total 34,2 mg de X3 et 0,8 mg de X4. L'analyse 
des spectres de RMN a permis la détermination de la structure de ces deux 
composes (Tabl. III et IV). Ce sont deux diastéréoisomères de l'acide 
2-amino-4-hydroxypentanoique appelé également y-hydroxynorvaline de formu- 
le brute: CH, NO, et de formule développée: 


6 y B «a 
CH3-CH-CH2-CH-COOH 
ou NH 


Le composé X3 correspond a la forme threo (2S, 4R)-(-)-2-amino-4- 
hydroxypentanoique de formule: 


NS 


X4 correspond a la forme erythro (2S, 4S)-(+ )-2-amino-4-hydroxypentanoique 
de formule: 


OH NH, 


COH 


Ces deux isomères avaient été isolés chez B. satanas par Matzinger et al. 
(1972) puis synthéüseės par Harding et al. (1988). Par degradation acide réalisée 
directement sur plaque de gel de silice nous obtenons, à partir de l'isomère (2S, 
4R), un compose Y se colorant en jaune vif en présence du révélateur à base de 
ninhydrine. Puis cette couleur évolue au bout de quelques minutes vers le brun 


3,49 {dd:4,4:6.3) 3,85 (dd;4,9.8.8} 


2,02 (m) 2,14 (ddd;15,1;3,4:4,9) 
1,83 {ddd;15,1;9,3;8,8) 
4,11 (qdd;3,4;6,0:9,3) 


Tableau LIL: Spectre de RMN 'H {ppm) de X} et X4 dissous dans le DMSO-d,. Les 
déplacements chimiques et les valeurs de J sont données entre parenthèses. 


Table 411: 'H NMR spectra (pbm) of X3 and X4 dissolved in DMSO-d. Chemical shifts 
and / values are in parentheses. 
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Tableau LV: Spectres de RMN PC (ppm) de X; 
dissous dans le DMSO-d. 


Table 1V: °C NMR spectra (pbm) of X; dissolved 
in DMSO-d. 


violacé. Les deux isoméres (2S, 4R) et (2S, 48) se dégradent totalement au bout 
de 15 mn de chauffage. Le derive Y possède ies memes caractéristiques 
physico-chimiques que la lactone isolée par Matzinger et al. (1972). 


Une dégradation des deux diastéréoisomères en milieu liquide est 
également réalisée à 37°C en milieu HCL ODIN {pH 2) dans le but de reprodui- 
re des conditions analogues à celles de l'estomac. Dans ces conditions, 
Vhydrolyse débute apres 15 mn. Au cours de cette degradation acide, il se pro- 
duit une cyclodéhydratation de la molecule donnant un chlorhydrate d’amine 
sous la forme de dérivés cis et trans de formules suivantes: 


CH; NH,°Cr 
H y H 

0 

Derivé cis obtenu par cyclodehydratation du composé thréo (28, 4R)(= Y) 


H NH;*CT 


Dérivé trans obtenu par cyclodéhydralation du compose erythro (25, 45) 


Activité de l'acide 2-amino-4-hydroxypentanoique 
a) Rôle toxique? 


La consommation de deux carpophores et demi de 8. pulchrotinctus 
(parfaitement déterminés) a nécessité l'hospitalisation pendant une nuit de la 
personne concernée. Ces champignons avaient été cuits à l'eau, pendant [5 à 
20 mn; cette eau avail ete rejetée. Trois heures environ après le repas (pris à 
20h30), cette personne a présente des nausées et vomissements importants, des 
tremblements et des sucurs froides, suivis de diarrhces le lendemain. Le 
rélablissement nécessita environ 48 heures (Andary, 1987). 


Nous avons eu la possibilite de tester l'éventuelle toxicité des molecules 
isolées vis-a-vis de lymphocytes humains im vitro (travail réalisé au Laboratoire 
d'Immunologie cellulaire, Hopital St Eloi, Montpellier), Aucune 1oxicilé n'a êté 
mise en évidence pour cet acide ou sa lactone par rapport aux contrôles ct ceci 
pour des dilutions allant de 10? à 10° M. Cependant, une absence de 
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cytotoxicite vis-a-vis des lymphocytes humains n'exclut pas un pouvoir toxique 
vis-a-vis d'autres cellules. Le rôle de ces acides aminés non protéiques, isolés à 
partir de plantes supérieures ou de champignons, est peu connu. Certains sent 
des précurseurs dans ta synthèse d'acides aminés essentiels (Bell, 1980) , d'autres 
ont des propriétés antimetaboliques (Hatanaka et al., 1985). 


On connait effectivement des acides amines non proteiques toxiques chez 
certaines amanites tels l'acide L-2-amino-4,5-hexadienoïque et l'acide L-2- 
amino-4-pentynoique antimétaboliques el hépatotoxiques. Ces molécules furent 
isolées de carpophores d'Amanita solitaria (Fr.) Secr. (combinaison valide: A. 
strobiliformis (Witt.) Bertillon), A. abrupta Peck, A. pseudoporphyria Hongo et 
A. nevovoidea Hongo (Chilton & Ott, 1976; Hatanaka & Kawasaki , 1980; 
Hatanaka et al. 1985; Yamaura et al., 1986). 


La presence d'acides aminés tres souvent hydroxylès constitutifs de 
polypeptides toxiques tels que les amanitines et les phalloidines est a signaler. 
C'est le cas de l'acide (2S, 3R, 48)-2-amino-3-methyl-4-hydroxyvalerique consti- 
wüf de fa y-amanitine ainsi que de l'acide (2S, 4R)-2-amino-3- 
methy]-3,5-dihydroxyvalérique intervenant dans la structure des m= et f 
amanilines (Gicren ct al., 1974). La perte du groupement hydroxyle de 
lhydroxyleucine chez les amanilines et de celui de l'hydroxyproline chez la 
phalloine diminue fortement la loxicité de ces molecules (Wieland & Faulstich, 
1978). 


On trouve également un acide amine insaluré: la vinylglycine chez 
Entoloma nidorosum (Fr.) Quel. considéré comme suspect (Dardenne et al., 
1974), ainsi que chez E. fividum (Bull) Quel. fortement toxique. La 
responsabilité de cel acide amine dans la toxicité n'a pas élé prouvée. 


Le role de l'acide L-2-amino-4-methy]-hex-5-enoique isolé à partir d’un 
bolet de Nouvelle-Guinée (Gellert el al.. 1973), présumé responsable de troubles 
hallucinogénes, n'a pas élè non plus étudié. 


b) Valeur chimiotaxinomique 


Nous avons recherche, d'une façon systématique et selon les échantillons 
disponibles, la presence de ces isomères de l'acide  2-amino-4- 
hydroxypentanoique chez le maximum d'espèces. Nous avons utilisé les pre- 
miers travaux realisés (Andary et al, 1988) en les complétant par l'étude de 
nouvelles espéces (Cosson, 1989). Sur les 26 taxons analysés, appartenant à 
differents genres chez les Bolétales, nous retrouvons les isoméres threo et érythro 
uniquement dans un groupe d'espèces homogènes et appartenant toutes à la sec- 
hon Luridi (Tabl. V}. 


Cette constatation est très intéressante car les especes citées contenant 
ces composes correspondent exactement aux espèces toxiques ou suspectes par- 
mi les bolets. Nous pouvons supposer que ces deux acides aminés jouent un 
role dans les désordres gaslro-intestinaux parfois assez graves entrainés par 
l'ingestion de ces champignons. Or, les espèces de cette section, longtemps mal 
connues parce que irreguliérement réparues en Europe, semblent être mieux 
comprises actuellement. “L'analyse des acides aminés de ces champignons par 
CCM 2D et par CLIIP nous permet d'étre plus précis dans l'étude taxinomique 
de ces espèces. 


Ainsi, B. rubrosanguineus (Walty) ex Cheype a été synonymisé a B. 
rhodopurpureus Smotlacha par Charbonnel (1980) et Engel (1983). Par la suite, 
en 1991, Alessio réhabilite B. rubrosanguineus comme espèce å part entière. 
Nous pouvons confirmer celle distinction car les exemplaires de B. 
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Tableau V: Recherche des acides aminés X, et X, chez différentes espèces de bolets. 
Table V: Amino-acids X, and X, research in varied species of Boletes. 


Luridi 


rhodopurpureus analyses ne contiennent pas X3 et X4 alors que ces deux 
isomères sont présents chez 8. rubrosanguineus. Ce fait est en accord avec l'avis 
de Cheype (1982) et Redeuilh (1988). 


Pour ce dernier, 8. rubrosanguineus correspond en fait à un taxon 
nommé B, issu de B, splendidus Martin, espèce des montagnes. L'autre taxon 
À, espèce de la plaine sous feuillus, correspond toujours pour Redeuith (1988) à 
B. legaliae (Pilat) ex Pilát ct Dermek . Ceci est en accord avec l'analyse chimi- 
que car nous avons retrouve X3 et X4 dans B. legaliae également. 


Charbonnel (1981) rassemble trois espèces dans le grcupe rhodoxanthus: 
"B. purpureus Fr. sens. Romagnesi; B. rhodoxanthus Kall. et B. rhodopurpureus 
Smo”. Il synonymise "B. purpureus Fr. sens. Romagnesi à B. lupinus Fr. 
sens, Bresadola, B. legaliae Pilat et Dermck et B. satanaides Smot.. Ce re- 
groupement el ces synonymies sont en désaccord avec nos résultats car B. 
rhodoxanthus est très dislinctement séparé par la présence de X3 et X4, absents 
Chez B. rhodopurpureus et B. luteocupreus (= B. purpureus pro parte) (Bertea & 
Estades, 1990). 
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I] est admis actuellement { P. Bertea communication personnelle) que le 
nom de purpureus a été cité dans des sens tres différents par de nombreux au- 
teurs et, en l'absence d'un contexte descriptif suffisamment discriminant, il ne 
devrait plus être utilisé. 


B. rhodoxanthus, qui possède X3 et X4, est peu controversé. Seul Bon 
(1988) en fait une variete de 8. rhodopurpureus Smotl., ce qui nous semble peu 
probable puisque ce dernier ne contient pas les marqueurs X3 et X4. 


Alessio (1985) distingue deux grands groupes dans la section Luridi: le 
groupe a à réseau marqué et le groupe Ù n'ayant pas de réseau net. 


Le groupe a est divisé en un sous-groupe al comprenant des espèces à 
chapeau de coloration marquee; de jaune vif à brun rouge. Le sous-groupe a2 
regroupe des espèces a chapeau beaucoup plus clair, ne s'assombrissant 
qu'après le stade de maturité. 


On retrouve dans ce sous-groupe a2: "B. rhodoxanthus (Krombh.) Kall., 
B. splendidus Martin, B. pulchrotinetus Alessio et B. satanas Lenz” qui corres- 
pondent aux espèces contenant X3 et X4. Alessio ne reconnait pas B. legaliae 
car il l'inclut dans la synonymie de B. splendidus (mais nous avons vu que l'ana- 
lyse chimique confirme les conclusions récentes de Redeuilh (1988) à ce sujet). Il 
ne manque dans ce sous-groupe a2 que B. {upinus classé par Alessio dans le 
groupe b, 


La solution proposee par Bon (1988) est intéressante a ce sujet. Ce der- 
nier constilue deux sections: 


section Luridi comprenant: “8. luridus Schaeff.: Fr., B. erythropus Pers. : 
Fr., B. dupainti Boud., B. quefetii Schulz., 


section Purpurei regroupant: ° B. rhodopurpureus Smot., B. legaliae Pil., 
B. rhodoxanthus (Krb. ) ex Kallenb., 8. fupinus Fr., et B. satanas Lenz’. 


B. lupinus se retrouve donc dans la même section que B. satanas et B. 
legaliae, ce qui est en accord avec nos résultats biochimiques. 


Enfin le découpage préconisé par Cheype (1982) est egalement à retenir. 
Il distingue d'une part: 


"B. torosus (Fr), B. xanthocyaneus (Ramain} Romagn. et B. rhodo- 
purpureus Smotl. (= B. purpureus (Fr.) sens. Pellereau)’; 


d'autre part: 


"B. satanoides Smot. (= B. legaliae (Pilat) = B. lupinus sens. Bres.), 
B. rhodoxanthus (Krombh.) et B. rubrosanguineus (Walty)”. Nous avons pu 
vérifier que seul le deuxième groupe content X3 et X4. 


Ainsi, la synthese de toutes ces constatations, de ces classements et notre 
analyse chimique dans la section Luridi nous a amené à proposer dans cette 
section deux sous-sections, que nous avons appelées Luridus et Satanas (Tabl. 
VI). Cette dernière comprend les espèces caractérisées chimiquement par la 
presence de X3 et X4 et correspondent aux espèces toxiques. Il est interessant 
de noter que ces conclusions rejoignent totalement les conceptions laxinemiques 
actuelles de la plupart des spécialistes des bolets. 
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SOUS-SECTION LURIDUS SOUS-SECTION SATANAS 


B. dupaini Boudier B. legaliae (Pilát) ex Pilát et Dermek 
B. erythropus Pers. B. lupinus Fr. 
B. junquilleus (Quél.) Boud. B. pulchrotinotus Alessio 


E Juridus Schaeff.: Fr. B, rhodoxanthus (Krombh.) Kailenb. 

8. luteocupreus Bertea et Estades 8. rubrosanguineus (Walty) ex Cheype 
B. permagniticus Péder B. satanas Lenz 

B. queleti Schulz. 

B. rhodopurpureus Smotl. 

B. torosus Fr. 


Tableau VI: Nouvelles sous-sections de la section Luridi. 
Table VI: New sub-sections of { uridi section. 
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